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(§4) Compositions a base de peptides multiepitopiques, leur pro cede d'obtention et leurs applications, notam- 
ment en tant que vaccins. 



(57) Uinvention conceme un procede de preparations si- 
mdltanees d'un faisceau de plusieurs peptides, immunolo- 
giquement apparentes, comportant des acides amines en 
cornmun et susceptibtes d'etre mis en alignement au sein 
de leurs sequences respectives, ce procede comprenant 
les 1 

1) fixations simultanees des acides amines du deuxieme 
groupe, occupant les deuxiernes positions au sein des pep- 
tides du faisceau final, sur un ensemble d'acides amines 
devant occuper les "premieres positions 11 , 

2) fixations simultanees des acides amines d'un troi- 
sieme groupe sur les di-peptides precedemment produits, 

3) reiterations successives des fixations des groupes 
d'acides amines suivants jusqu'a obtenir les peptides du 
faisceau final. Par exemple les groupes successifs d'acides 
amines correspondent a ceux des positions 1-26 de la for- 
mule: 
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L'invention conceme aussi les melanges (faisceaux) de 
peptides obtenus et leur utilisation en tant que principes ac- 
tifs de vaccins. 
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COMPOSITIONS A BASE DE PEPTIDES MULTI- 
EPITOPIQUES, IiEUR PROCEDE D ' OBTENTION ET ILEURS 
APPLICATIONS, NOTAMMENT EN TANT QUE VACCINS 

L' invention a pour objet des compositions 
"multi-epitopes" de peptides mettant en oeuvre 
diverses sequences en acides amines caracterisant un 
epitope fonctionnel contenant des regions 
hypervariables notamment issus de variants d'un 
agent infectieux ou d'une proteine pathogene. 

L' invention vise egalement un precede 
d'obtention de ces compositions peptidiques, ainsi 
que 1 'utilisation de ces dernieres en tant que 
vaccins centre les pathologies susceptibles de se 
developper chez 1'homme ou 1' animal en presence des 
agents pathogenes du genre en question. 

L' invention concerne egalement des methodes de 
diagnostic in vitro des pathologies sus-mentionnees, 
mettant en oeuvre les compositions multi-epitopes 
selon 1' invention ou des compositions d'anticorps 
diriges contre 1' ensemble de ces epitopes. 

Le developpement de vaccins fondes sur 
1' utilisation de proteines ou de peptides 
recombinants individuels bute souvent sur 1' obstacle 
que constitue 1 ' important degre de variability 
exerce par la pression selective du systeme 
immunitaire sur les epitopes caracteristiques d'un 
agent infectieux determine. Un exemple typique 
d' epitope pouvant conduire a 1 ' induction d'anticorps 
a effet protecteur variable d'un variant a 1' autre 
d'un meme groupe d' agents pathogenes est constitue 
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par ce que l'on a appele 1' epitope principal 
inducteur d'anticorps neutralisant de HIV-1 (Rusche 
J. R. et al Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1985, 
3198-3202 (1988) ) . Cet epitope localise dans le 
troisieme domaine hypervariable (V3) de la 
glycoproteine majeure de surface gpl2 0 comporte de 
32 a 35 acides amines localises entre deux residus 
cysteine lies entre eux par un pont disulfure. Ainsi 
a t'on observe des heterogeneites au niveau des 
sequences de nucleotides codant pour des epitopes 
jusqu'a de l'ordre de 50 % de certains isolats 
retroviraux a d'autres ; de telle sorte que des 
anticorps protecteurs induits par des peptides 
derives de certains isolats se sont reveles peu 
act if s, voire inactifs contre d'autres sous-types de 
HIV-1, d'ou de serieuses restrictions quant a^ 
l'efficacite de peptides issus d'un nombre restreint 
d' isolats en tant que principes actifs de vaccins 
contre des infections dues a HIV. Pour tenter de 
remedier a ces difficultes, Neurath, A.R. et al, J. 
Mol. Immunol,, 27, 539-549, (1990) a propose 
1 ' utilisation en tant que vaccin d'un melange de 
peptides tous issus de la meme region de la gpl2 0, 
respectivement obtenus a partir de 21 isolats 
distincts de HIV, Le melange obtenu s'est revele 
induire un melange d'anticorps susceptible de 
reconnaitre a la fois les 21 peptides et la 
glycoproteine 120 d'un isolat supplementaire 
(HIV-1 IIIB) . Mais ces melanges risquent toujours de 
rester inefficaces a l'egard d'autres variants de 
HIV-1 non encore isoles et susceptibles de se 
differencier des variants connus par une ou 
plusieurs mutations ponctuelles supplementaires sous 
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l'effet de la pression selective du systeme 
immunitaire . 

Une approche differentes du probleme a conduit 
a l'obtention d'un peptide hybride comportant, du 
cote N- terminal d'un tripeptide hautement conserve 
Gly Pro Gly, une sequence en acides amines isolee a 
partir d'un isolat (HIV-1 III B) , et du cote C- 
terminal de ce meme tripeptide une sequence en 
acides amines similaire a celle sus-mentionnee et 
provenant d'un autre isolat (HIV-1 RF) . Ce peptide 
hybride s'est revele etre capable d'induire la 
formation d'anticorps neutral isant les deux isolats 
(Javahrian K. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 
6772-6788, 1989) . 

Cependant, les diverses tentatives 

d' immunisation centre 1 'ensemble des differentes 
souches d'un meme agent pathogene effectuees jusqu'a 
ce jour ont conduit a l'obtention de melanges de 
peptides induisant que la formation d'anticorps 
encore trop specifiques pour assurer avec un degre 
raisonnable de certitude une protection globale 
contre les divers variants possibles de cet agent 
pathogene . 

L' invention a pour but de proposer des 
solutions plus efficaces, tant au niveau des 
compositions vaccinantes contre des agents 
pathogenes caracterises par de telles heterogeneites 
de sequence que des procedes pour les produire. Elle 
a plus particulierement pour but la production de 
melanges de peptides en nombre beaucoup plus 
important capables d'induire des anticorps 
susceptibles de reconnaitre non seulement les 
isolats deja connus, mais d'autres mutants 
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susceptibles d'etre produits ulterieurement sous 
1'effet de la susdite pression immunologique. 

L' invention repose sur 1'hypothese que si l'on 
ne peut presager des degres de simultaneity des 
mutations theoriquement en des positions determinees 
de la sequence peptidique de 1' epitope considere, il 
reste neanmoins vraisemblable que, localement, en 
toute position determinee au sein de la sequence 
d'aminoacides, les possibilites de mutations 
(degenerescences) doivent neanmoins etre en nombres 
limites. C'est ce dont semble remarquer les 
resultats, par exemple de Putney et al (4eme 
colloque des Cents Gardes, 1989-1993, (1990) ) qui 
amplifierent par la technique du PCR et sequencerent 
la partie centrale de la region V3 de 138 isolats de 
HIV-1 selectionnes selon les lois du hasard. 
L'hypothese peut etre faite que la plupart des 
mutations localement possibles (degenerescences) ont 
d'ores et deja ete reconnues. D'autres mutations aux 
memes positions dans les sequences pourraient etre 
moins probables, en raison de la moindre 
vraisemblance de leur compatibilite necessaire avec 
le repliement spacial de la boucle que forme la 
region V3. Done 1'idee a la base de 1 ' invention est, 
qu'en raison de la variability limitee des mutations 
possibles en chaque position d'une sequence d'acides 
amines, meme au sein d'un epitope hypervariable, la 
connaissance d'un nombre meme restreint de variants 
de 1' epitope considere, permettait d ' appr ehender les 
positions de ceux des acides amines sujets a 
variations et ceux d'entre eux peu sensibles a des 
mutations, d'une part, et les natures locales de ces 
mutations des lors qu'un nombre seulement restreint 
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de variants auraient ete identifies, d' autre part, 
Conformement a 1' invention et a partir des 
observations de Putney et al, il est propose, dans 
le cas de 1' epitope contenu dans la region centrale 
de HIV-1, de retenir au niveau de chaque position 
dans lesquelles des degenerescences ont ete 
observees, en tant qu'aminoacides les plus probables 
ceux dont 1' existence a ete constatee dans plus de 
7 % des cas, sur la base des resultats publies par 
Putney, y incluses les sequences comprenant les 
insertions Gln-Arg caracteristiques des sequences 
issues de IAV-III-B. 

Selon 1' invention il est propose, notamment 
dans le cas de la production d'une composition 
vaccinante qui mettrait en jeu la partie centrale 
hypervariable de la region V3 de la gpl20, de 
produire une composition essentiellement constitute 
d'un melange (faisceau) , de peptides parmi lesquels 
des peptides susceptibles d'induire la formation 
chez l'homme ou 1' animal d'anticorps reconnaissant 
des epitopes specifiques de variants de retrovirus 
HIV, caracterisee en ce qu'elle contient la quasi 
totalite des sequences decoulant de toutes les 
combinaisons possibles qui peuvent etre realisee 
entre les acides amines successifs respect ivement 
select ionnes un a un dans les colonnes success ives 1 
a 26 de la formule globale ci-dessous indiquee : 
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les tirets de certaines positions (notamment aux 
positions 10, 12 et 2 3 dans I'exemple considere) 
correspondant a des liaisons directes entre les 
acides amines adjacents en des positions voisines. - 
On aura compris au vu de la formule globale 
ci-dessus, consideree a titre d'exemple : 

- que les acides amines representes aux positions 
1, 2, 3, 12, 13, 14, 15, 24, 25 et 26 sont 
caracterises par une grande stabilite dans toutes 
les sequences epitopiques considerees, 1 

- que les acides amines presents aux positions "4 
et 5, sont le plus souvent consitutes par K et R, 

- que l'acide amine en position 8, donnait lieu a 
plus grande dispersion (6 acides amines possibles) . 

On remarquera que l'on a retenu dans le 
"faisceau" considere de peptides, et cela en chacune 
des positions successives des sequences des peptides 
etudies qui, apres mise en alignement (notamment a 
1 ' aplomb les uns des autres ) des acides amines les 
plus stables au sein des divers epitopes etudies, 
correspondent a ceux des acides amines qui dans ces 
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memes positions sont apparus dans plus de 7 % des 
sequences epitopiques sequencees. 

L' invention fournit dans l'exemple considere 
une composition contenant un nombre considerable de 
peptides, de l'ordre de 7 f 5.10 5 peptides possedant 
neanmoins une parente de structure, souvant meme 
immunologique, avec les sequences individuelles 
correspondantes aux epitopes respect ivement issus de 
la total ite des 138 isolats dont il a ete question 
plus haut. 

On peut remarquer que parmi les 7,5. 10 5 
peptides probables inclus dans la fonnule generale 
sus-indiquee, 53 % d'entre eux ont une homologie 
d'au moins 68 % avec chacune des sequences 
individuelles a partir desquelles cette formules 
globale a ete degagee (en appliquant la regie des au 
moins 7 % des acides amines observes dans chacune 
des positions successives des sequences issues des 
138 variants examines) • 

L' invention concerne egalement plus 

generalement toute composition de peptides repondant 
au meme principe, c'est-a-dire toute compositions 
contenant des peptides tous issus de regions 
hypervariables d'une proteine commune a des agents 
pathogenes de type determine ayant en commun une ou 
plusieurs proprietes immunologiques et comportant en 
commun certains acides amines , dont les 
representations ecrites dans le meme ordre peuvent 
etre mise en correspondance ou en alignement en des 
positions rendues communes au sein de la leurs 
sequences respectives en acides amines, le cas 
echeant au prix, d'une part, d'un ou plusieurs 
decalages des acides amines voisins non communs, 
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determines au prealable et en nombre fini a des 
positions distinctes echelonnees entre les positions 
des acides amines communs et, d' autre part, de la 
formation d'espacements ou "vides" qui, le cas 
echeant, en resulte au sein des sequences en acides 
amines des peptides plus courts correspondant aux 
epitopes eux-memes les plus courts, cette 
composition etant caracterisee en ce qu'elle 
contient la quasi totalite des peptides dont les 
sequences en acides amines decoulent de toutes les 
possibilites d'enchainement qui peuvent etre congues 
en puisant success ivement un acide amine dans chacun 
des groupes d'aminoacides alors localises dans les 
positions alignees ou communes success ives resultant 
de la susdite mise en correspondance ou en 
alignement. 

L' invention concerne egalement un procede pour 
la fabrication de telles compositions ou "faisceaux" 
de peptides. II peut etre defini comme un procede de 
preparations simultanees d'un faisceau de plusieurs 
peptides determines qui presentent entre eux une ou 
plusieurs parentes immunologiques et qui comportent 
au moins certains acides amines en commun dont les 
representations ecrites peuvent, dans le meme ordre, 
etre mises en correspondance au sein de leurs 
sequences respectives en acides amines, le cas 
echeant au prix d'un ou plusieurs decalages des 
acides amines voisins a des positions distinctes 
avec pour consequence la production d'espacements ou 
"vides" en certaines des positions des sequences en 
acides amines des peptides plus courts, ce procede 
comprenant les etapes suivantes: 
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1) fixations simultanees de 1' ensemble des acides 
amines du deuxieme groupe, destines a occuper les 
deuxiemes positions au sein des peptides du faisceau 
final, sur un ensemble d' acides amines du premier 
groupe devant occuper les "premieres positions" 

2) fixations simultanees de 1' ensemble des acides 
amines du troisieme groupe sur les acides amines 
occupant les "deuxiemes positions" des peptides 
precedemment produits, pour produire un ensemble de 
peptides comprenant les aminoacides devant occuper 
les troisiemes positions dans les peptides du 
faisceau final , 

3) reiterations successives des fixations des 
acides amines des groupes suivants pour 
successivement allonger les chaines des peptides 
precedemment formees par les acides amines devant 
occuper les positions successives suivantes 
correspondantes respectives dans les peptides du 
faisceau final, 

etant entendu qu'en correlation avec chaque position 
a laquelle doivent correspondre des "vides" dans les 
sequences de certains des peptides du faisceau 
final, on regie chaque fois les conditions de la 
fixation des acides amines du groupe correspondant, 
de fagon a n'autoriser 1 'allongement que d'une 
partie seulement des peptides deja formes, le 
melange de chaines alors obtenues constituant alors 
le produit de depart pour la fixation des acides 
amines du groupe suivant au cours de l'etape 
suivante . 

II apparaitra clairement, notamment lorsque le 
procede est applique a la production du faisceau de 
peptides derives de HIV-1 et dont il a ete question 
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plus haut, que les groupes successifs done question 
dans la definition du procede qui precede 
comprennent respectivement les acides amines 
suivants : 

- position 1 : N 

- position 2 : N 

- position 3 : T 

- position 4 : R, K 



- position 8 : H, R, Y, T, P, S, etc.,. 

Pour celles des positions auxquelles 
correspondent des groupes formes d'un acide amine 
unique, le procede de synthese relevera de la 
synthese peptidique class ique. il en sera encore de 
meme pour 1'allongement des chaines deja produites, 
lorsque 1'on aborde un groupe contenant plusieurs 
acides amines, si ce n'est que 1' acide amine 
supplementaire ajoute en synthese class ique est 
remplace par plusieurs acides amines a la fois, par 
exemple : R, K a la quatrieme position, 
H,R,Y,T,P et S a la huitieme position .... 

Par "faisceau de plusieurs peptides determines 
qui presentent entre eux une ou plusieurs parentes 
immunologiques" on comprendra que les differents 
peptides du faisceau, tout en possedant un certain 
nombre d' acides amines susceptibles d'etre mis en 
alignement dans des positions determinees, 
pourraient neanmoins avoir des proprietes 
immunologiques sensiblement dif f erentes. II peut 
etre interessant d'envisager de produire, de fagon 
simultanee, un faisceau de peptides caracterise par 
les possessions cumulees de proprietes 

immunologiques globalement distinctes. Le plus 
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souvent cependant, le probleme sera pose vis-a-vis 
de sequences peptidiques issues de variants 
relativement eloignes provenant d'une classe 
d 7 agents pathogenes connus pour leur aptitude a 
induire des affections pouvant neanmoins se 
manif ester par des signes cliniques semblables, par 
exemple HIV-1 et HIV-2 . 

En ce qui concerne le "reglage" des conditions 
de la fixations des acides amines en une position 
correspondant a un "vide" dans certaines des 
sequences qui sont finalement obtenues, il peut etre 
obtenu : 

- soit en faisant reagir les sequences des acides 
amines deja obtenues avec une proportion 
stoechiometriquement insuffisante d 7 acides amines du 
groupe supplementaire, (par exemple avec une 
proportion stoechiometrique insuffisante du seul 
acide amine Q en dixieme position dans 1' exemple 
precedent) , 

- soit, en isolant une partie des chaines 
peptidiques des chaines deja formees (par exemple, 
les decapeptides dans 1 7 exemple considere) , pour ne 
faire reagir que 1 7 autre partie avec les acides 
amines du onzieme groupe pour former les un- 
decapeptides correspondants . 

Les produits resultant de la reunion des 
decapeptides et les un-decapeptides sus-indiques 
constituent alors 1 ' ensemble des peptides devant 
ensuite etre traites dans les conditions sus- 
indiquees avec les acides amines correspondant au 
douxieme groupe, etc... 

Dans un mode de mise en avant prefere du 
procede selon 1 7 invention, on met en oeuvre un 
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procede de synthese peptidique faisant application 
des principes decrits par R. B. Merrifield (J •Am, 
Cheiru Soc, (1963) 85, 2149), de sorte que l'acide 
amine (ou les acides amines) du premier groupe (N, 
dans 1'exemple considere) , auront ete fixes au 
prealable sur un support solide (resine) . 

On con<?oit que dans une telle variante du 
procede le reglage des conditions permettant 
l'allongement seulement d'une partie des premiers 
peptides formes sera particulierement aise a 
realiser, et ce notamment en retirant du milieu de 
reaction la proportion predeterminee par 
1 ' exper imentateur de resine portant les peptides 
intermediates formes, et, s'il y a lieu, a 
1' occasion de la fixation des acides amines du 
groupe suivant, de remelanger (une partie ou la 
totalite) de la resine retiree avec les produits 
obtenus au terme de la fixation des acides amines du 
groupe precedent sur les produits precedemment 
maintenus dans le milieu de reaction. : 

Dans les cas (pour la synthese d'autres 
faisceaux de peptides) ou un un "vide" serait a 
prevoir des la position numero 1, on con?oit 
aisement, surtout dans l'hypothese ou aucun "vide" 
ne serait a prevoir en position 2, que la fixation 
des acides amines du deuxieme groupe sera alors 
effectuee sur un melange de resine portant deja les 
acides amines du premier groupe et d'un supplement 
de resine vierge, etant entendu que dans l'hypothese 
evoquee le produit de fixation resultant des 
fixations simultannees de 1' ensemble des acides 
amines du deuxieme groupe consisterait alors en un 
melange de molecules de support portant les unes, un 
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ou plusieurs dipeptides, et les autres un seul 
aminoacide, 

Dans les variantes de procedes qui ont ete 
exposes plus plus,il a ete question de la production 
du faisceau de peptides, en ayant recourt a des 
fixations success ives d' acides amines sur des 
peptides partiels preformes, ces fixations 
intervenant au cours d'etapes successives, 
aminoacide par aminoacide. II va naturellement de 
soi, que les definitions indiquees couvriraient 
egalement les etapes de procedes strictement 
equivalentes qui representeraient les enchainements 
sur un premier produit de fixation consistant en un 
faisceau de peptides partiels preformes de 
dipeptides ou de tripeptides egalement preformes, en 
une seule etape. Dans 1'exemple considere, on 
pouvait concevoir que les peptides preformes 
partiels comprenant deja les acides amines aux 
positions 1-11 f soient allonges en une etape unique 
par un tetrapeptide correspondant aux acides amines 
aux positions respectives 12, 13, 14 et 15 (GPGR) . 
Les revendications qui suivent sont naturellement 
destinees a couvrir ce type de situations. 

Les proportions relatives d' acides amines dans 
chacun des groupes peuvent etre reglees aux valeurs 
desirees. Concernant les peptides issus de la region 
V3 du virus HIV-1, il a ete vu, pour ce qui est des 
compositions multi-epitopiques de peptides 
correspondantes a ceux de la region V3 du virus 
HIV-1, que les inventeurs avaient retenu parmi les 
acides amines pris en consideration au niveau de 
chacune des positions (ou pour la cons itut ion de 
chacun des groupes correspondants) de ceux des 
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acides amines dont la presence avait ete observee 
dans au mo ins 7 % des sequences correspondantes 
naturelles. Ces valeurs de pourcentage ne presentent 
aucun caractere critique, surtout lorsqu'ils sont 
appliques a la determination relative de chacun des 
acides amines devant occuper les positions 
correspondantes dans les faisceaux finalement 
synthetises. II peut neanmoins etre dit que d'une 
fa?on generale les faisceaux de peptides preferes 
conformes a 1' invention seront generalement 
caracterises par la presence de chacun des acides 
amines dans chacune des positions successives telles 
qu'elles ont ete definies plus haut, en des 
proportions au moins egales a 5 % de la total ite des 
acides amines d'un meme groupe. Comme cela resulte 
deja de l'exemple mentionne plus haut, le procede 
selon 1 ' invention donne par consequent acces a des 
compositions ou des faisceaux de peptides 
susceptibles de "couvrir" la quasi totalite des 
mutations possibles au sein merae des sequences 
hypervariables des sequences peptidiques ou des 
proteines issues de 1' agent pathogene contre lequel 
une vaccination est recherchee. On congoit aisement 
que la nouveaute de 1' invention se situe egalement 
au niveau du nombre de variants contenus dans une 
meme composition "multi-epitopique" produite par le 
procede selon 1' invention. Ce nombre dependra 
naturellement des longueurs des sequences souhaitees 
et des occurences possibles de mutations au niveau 
des positions correspondantes des dites sequences 
aminees. Des compositions preferees de 1' invention 
contiendront au moins 100, voire meme au moins 1 000 
sequences differentes, tout acide amine en l'une 
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quelconque des positions du faisceau correspondant y 
etant alors present a raison d'au moins 5 % de la 
totalite des acides amines du groupe concerne. 

La valeur sus-indiquee de "au moins 100, voire 
meme au moins 1 000 acides amines" illustre 
1' extraordinaire difference qui peut etre faite 
entre les compositions selon 1' invention et les 
melanges dont 1 'utilisation avait auparavant ete 
indiquee (par exemple melange de 22 sequences 
propose par Neurath) - Ce nombre 1 000 est egalement 
tres inferieur au nombre de peptides qui peuvent 
etre produits de fagon simultanee par 1' application 
du procede selon 1' invention a la production d'un 
faisceau de peptides derives des parties centrales 
de la region centrale du HIV-1. 

L' invention a egalement pour object un 
"faisceau d'anticorps" reconnaissant 1' ensemble des 
peptides du "faisceau de peptides" tel que defini 
ci-dessus. 

L' invention concerne aussi 1 'utilisation des 
faisceaux de peptides ou d'anticorps tels que deer it 
ci-dessous pour la realisation de kit de diagnostic. 

A ce titre, 1' invention concerne plus 
particulierement une methode de diagnostic in vitro 
d'une pathologie liee a 1' infection d'un individu 
par une ou differentes souches d'un meme agent 
infectieux, qui comprend la mise en contact d'un 
tissu ou fluide biologique preleve chez cet 
individu, avec une composition de peptides telle que 
decrite ci-dessus, dans des conditions permettant 
une reaction immunologique in vitro entre les 
peptides de ladite composition et les anticorps 
eventuellement presents dans le tissu ou fluide 
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biologique, et la detection in vitro des complexes 
peptides-anticorps eventuellement formes • 
Un kit pour la mise en oeuvre d'une methode de 
diagnostic telle que decrite ci-dessus comprend : 

- une composition de peptides selon 1' invention 
decrite ci-dessus, le cas echeant marques , notamment 
a l'aide d'un marqueur radioactif ou enzymatique, 

- les react if s pour la constitution du milieu 
propice a la realisation de la reaction 
immuno 1 ogique , 

les reactifs permettant la detection des 
complexes peptides-anticorps produits par la 
reaction Immunol ogique, ces reactifs etant le cas 
echeant marques, ou susceptibles d'etre reconnus par 
un react if marque, plus particulierement dans le cas 
ou les peptides sus-mentionnes ne sont pas marques, 

1/ invention a egalement pour objet une methode 
de diagnostic in vitro d'une pathologie liee a 
1' infection d'un individu par une ou differentes 
souches d'un meme agent infectieux, qui comprend la 
mise en contact d'un tissu ou fluide biologique 
preleve chez cet individu, avec des anticorps selon 
1' invention cites ci-dessus, dans des conditions 
permettant une reaction immunologique in vitro entre 
lesdits anticorps et les antigenes eventuellement 
presents dans le tissu ou fluide biologique, et la 
detection in vitro des complexes anticorps-antigenes 
eventuellement formes . 

Un kit pour la mise en oeuvre d'une methode de 
diagnostic, telle que decrite ci-dessus comprend : 

- des anticorps tels que decrits ci-dessus, le 
cas echeant marques, notamment a l'aide d'un 
marqueur radioactif ou enzymatique, 
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- les react if s pour la constitution du milieu 
propice a la realisation de la reaction 
immunologique , 

- les reactifs permettant la detection des 
complexes anticorps-antigenes produits par la 
reaction immunologique, ces reactifs etant le cas 
echeant marques, ou susceptibles d'etre reconnus par 
un reactif marque, plus particulierement dans le cas 
ou les peptides sus-mentionnes ne sont pas marques. 

La description a titre non limitatif de 
l'exemple qui suit illustre les capacites 
d'enrichissement considerable des compositions 
vaccinantes, non seulement en les peptides 
correspondant aux sequences qui ont pu (ou qui 
pourraient) etre identifiees dans des proteines deja 
isolees, mais aussi en toutes les autres sequences 
peptidiques incluant toutes les variations ou 
mutations localisees possibles, telles que choisies 
a 1'origine par le preparateur. II va de soi que la 
personne du metier ne serait etre limitee dans le 
choix d' autres variantes, notamment au niveau des 
techniques de synthese peptidique mise en oeuvre. 
Les techniques utilisees dans l'exemple pour assurer 
la protection des fonctions des acides amines et 
sequences peptidiques qui ne doivent pas dans les 
reactions, tant comme les techniques de deprotection 
de ces fonctions au termes des etapes successives 
d'allongement de chaines relevent en elles-memes de 
techniques dument eprouvees. 

EXEMPLE DE SYNTHESE D'UNE COMBINAISON DE PEPTIDES 
CI-APRES DESIGNES PAR L' EXPRESSION MIXOTOPE : 

La troisieme region variable V3 de la 
glycoproteine d'enveloppe gpl20 d'HIV-l de 11 
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isolats de virus differents (HXB2, BRU, SF2 , MN, SC, 
JH3, BRVA f CDC4 , NY5, WMJ2 , RF) , a ete utilisee pour 
la construction du mixotope. Ces sequences ont ete 
alignees de la maniere indiquee ci-dessus, et la 
synthese a ete ef fectuee a partir du tripeptide 
commun NNT, en utilisant des vides (gaps) 
correspondant au dipeptide QR sur la gauche du motif 
critique GPG pour les sequences contenant le motif 
type IHIGPG. Une cysteine additionnelle a ete 
introduite a la position C-terminale, af in de 
permettre le couplage a une proteine porteuse par 
1 ' intermediaire d'un agent heterobif onctionnel , 
1' ester de l'acide N-hydroxysuccinimide- 

maleimidocaproique (Lee, A.C., Mol. Immunol. (1980) , 
17, 749-756). Les acides amines introduits au niveau 
des positions degenerees ont ete selectionnes selon 
les donnees statist iques de Putney et al (4eme 
colloque des cent gardes 1989, 189-193 (1990) ), en 
ne prenant en consideration de fa<?on arbitraire que 
les acides amines dont les pourcentages de presence 
au niveau de ces positions sont superieurs a 7 %n 
Dans chacune de ces positions les differents acides 
amines (ou les differents vides en acides amines) 
sont representes par un equivalent de fraction (par 
exemple : 1/3 pour chaque acide amine dans les 
positions ou trois possibilites ont ete prises en 
compte, 1/6 lorsque 6 possibilites ont ete prises en 
compte) . 

La synthese du mixotope a ete realisee suivant 
la technique BOC-TFA (R.B. Merrifield, J. Am. Chem. 
Soc. (1963), 85, 2149), sur un synthetiseur de 
peptides automat ique 4 3 OA (Applied Biosystem) selon 
un precede permettant la synthese simultanee de 
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sequences mixtes, ce procede derivant de la methode 
utilisee pour la synthese des oligonucleotides : des 
quantities equimoleculaires d'acides amines proteges 
appropriees ont ete utilisees dans les reactions de 
couplage. Les groupes protecteurs des chaines 
laterales sont les suivants : Glu (OBzl) , Ser (Bzl) , 
Thr (Bzl), Arg (Tos) , Tyr (BrZ) , Cys (4-MeBzl) , Met 
(O) , His (Bom) . Af in de compenser les dif ferentes 
cinetiques dans les reactivites des differents 
acides amines, un premier couplage a ete realise 
avec une quant ite totale d'l mmole de l'aminoacide- 
BOC introduit (ou des aminoacides-BOC melanges) 
c'est-a-dire equivalent au composant amino. Un 
second couplage, utilisant une quant ite totale de 2 
mmoles, a ensuite ete systematiquement realisee. Le 
procede d' activation utilise correspond a celui de 
la methode DCC-HOBT (dicyclohexyl carbodiimide- 
hydroxybenzotriazole) (Konig W. et Geiger R. , Cheiru , 
Ber, (1970), 103, 788) dans laquelle l'espece active 
en solution est probableraent 1' ester 1- 
hydroxybenzotriazole relativement stable conduisant 
a une longue periode de couplage (90 minutes) • Le 
solvant utilise est le NMP (N-methyl pyrrolidone) 
durant les 30 premieres minutes* Du DMSO (dimethyl 
sulfoxyde) est ensuite introduit dans le reacteur 
pendant les 60 dernieres minutes et un equivalent de 
DIEA (diisopropyl-ethyl-amine) est ajoute apres 45 
minutes afin de neutral iser les proprietes acides de 
l'HOBT forme durant la reaction. Afin d'eviter la 
formation d'acide pyroglutamique, un procede 
different a ete utilise lorsque l # on couple des 
residus glutamine : dans ce cas, le couplage est 
realise dans un temps plus court (30 minutes) avec 
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addition de DMSO apres 2 0 minutes, mais sans 
addition de DIEA suivi par un second couplage de 35 
minutes avec 2 mmoles et avec addition de DMSO apres 
20 minutes et de DIEA apres 30 minutes. Apres chaque 
cycle, la totalite de la reaction de couplage a ete 
testee par dosage quantitatif a la ninhydrine. Un 
troisieme couplage est ensuite effectue selon une 
procedure classique si necessaire. La programmation 
de l'appareil a ete etudiee afin d'optimiser 
1' agitation durant 1' introduction des solvants et 
des reactifs. Les vides (gaps) ont ete obtenus en 
retirant la moitie de la resine de peptide durant 
1' incorporation de lie en position 23, et durant 
1 ' incorporation du dipeptide Gln-Arg en position 
10-11. 

Apres assemblage de la chaine peptidique. 
complete, le groupe t-BOC a ete supprime a 1'aide de 
TFA a 50 %, et la resine a ete sechee, clivee et 
deprotegee dans un appareil Teflon-Kel F-HF (Asti, 
Courbevoie, FRANCE) ) a faible concentration en HF 
dans du dimethylsulf ide (Tarn J. P., et al, J. Am.. 
Chem. Soc. 105, 642, (1983) ) en presence de p- 
cresol et de p-thiocresol (25:65:7,5:2,5) pendant 2h 
a 0°C suivi d'un procede en forte concentration en 
HF, p-cresol et thiocresol (90:7,5:2,5) pendant lh a 
0°C. Le peptide clive deprotege a ete precipite et 
lave abondamment avec du diethylether froid, puis 
dissous dans de l'acide acetique a 5 % et 
lyophilise. Le peptide brut a ete dissous dans du 
TFA pur (30 ml) et a ete precipite dans du 
diethylether refroidi dans de la glace (300 ml) . 
Apres centrifugation, le precipite a ete dissous 
dans l'eau et lyophilise. La construction "mixotope" 
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a ete hydrolysee avec HCl-6N/phenol (10.1) dans un 
analyseur en aminoacide Beckman modele 7300 avec 
detection a la ninhydrine. La composition en 
aminoacides est en accord avec la valeur calculee a 
partir de la composition theorique, ce qui indique 
qu'aucun couplage preferentiel significatif ne s'est 
produit. 

Le mixotope ainsi synthetise (dont la formule 
globale a ete indiquee plus haut) contient un 
melange de 7,5. 10 5 environ peptides , parmi lesquels 
53 % ont plus de 68 % d'analogie avec chacune des 
sequences individuelles a partir desquelles avait 
ete choisis les acides amines devant appartenir aux 
groupes successifs qui devaient etre mis en oeuvre 
pour la realisation de cette construction. 

Des antiserums diriges contre le mixotope (ou 
faisceau de peptides) seul ou conjugue a une 
proteine porteuse (telle que l'anatoxine tetanique) 
ont ete obtenus chez des lap ins. 

La conjugaison du mixotope avec la proteine 
porteuse a ete realisee de la maniere suivante : 
apres reduction avec PBU3 10 % (0,5 ^moles/mg) 
(Ruegg V.T., et al Methods Enzymol, (1977), 47,111 ) 
pendant 3 0 minutes, le mixotope a ete cojugue par 
1 9 intermediaire de la cysteine C-terminale en 
utilisant 1' ester de 1'acide N-hydroxysuccinimide 
6-maleimidocaproique en tant qu' agent 

heterobifonctionnel permettant la liaison. Les 
conjugues ont ete concentres par ultrafiltration, 
abondamment dialyses contre du PBS, et sterilises 
par filtration sur des filtres de 0,22 /im. 

Le procede d' hyper immunisation des lap ins a ete 
realise de la maniere suivante : des lapins 
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(femelles, de Nouvelle Zelande) ont tout d'abord ete 
immunises par injection sous-cutanee (sous 
l'omoplate) de peptide (mixotope) libre ou conjugue 
a l'anatoxine tetanique (selon la methode decrite 
ci-dessus) (1 ig de peptide dans 1 ml de tampon 
phosphate) dans de 1' adjuvant complet de Freund au 
jour 0. Des injection sous-cutanees de peptide libre 
(1 mg dans 1 ml de tampon phosphate) dans de 
1' adjuvant incomplet de Freund ont ete realisees aux 
jours 14 , 28 et 49 et toutes les 3 semaines chez ces 
memes lapins. 

Les serums obtenus chez le lapin ont ete testes 
sur des microplaques enduites de mixotope selon la 
methode ELISA. Le test immunoenzymatique (ELISA) a 
ete realise de la maniere suivante : de plaques de 
96 puits (Nunc) ont ete incubees une nuit .a 
temperature ambiante avec 200 /il d'une solution a 
10 ^1/rnl de peptide-antigene dans un tampon 
carbonate/bicarbonate pH 9,6, puis bloquees avec 
300 fil d'une solution de caseine 1 % dans 1,8 % 
NaCl/0,01 M PBS, pH 7,2 , durant une heure ? a 
temperature ambiante. Apres lavage (1,8 % NaCl/0,01 
M PBS, pH 7,2/0,1 % Tween-20) , 200 /il de dilutions 
au 1/2 de serums dans une solution de 1 % de 
caseine/ 1,8 % NaCl/0,01 M PBS, pH 702 ont ete 
additionnes dans des puits dupliques et incubes 
2 heures a 37° C ; la presence d'anticorps a ete 
reyelee apres plusieurs lavages par addition de 
200 /il d' IgG (H+L) de chevres anti-lapins couples a 
la peroxydase de raifort (Diagnostic Pasteur) . Apres 
incubation (2h a 37 °C) et lavages, une solution de 
substrat (tampon citrate/H 2 0 2 /OPD) est additionnee. 
Apres 3 0 mn d' incubation sous protection de la 
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lumiere a temperature ambiante, la reaction a ete 
stoppee en utilisant 100 pi d'H 2 S0 4 4N, L'absorbance 
a ete enregistree a 492 nm en utilisant un lecteur 
de microplaques (Dynatech) . 

La meme operation a egalement ete realisee avec 
3 peptides individuels : le peptide V3 BRU 
( TRPNNNTRKS IRIQRGPGRAFVTIGKIGNMRQAH ) , qui correspond 
a l'une des sequences utilisees pour la construction 
du mixotope (bien qu'il ne puisse pas exceder une 
partie sur 750 000 du melange) et le peptide V3 MN : 
TRPNYNKRKRIHIGPGRAFYTTI^IIGTIRQAHCC, qui ne 

correspond pas parfaitement a aucune des sequences 
du mixotope (les residus soulignes ne sont pas 
representes dans le melange) . Des titres 
signif icatifs contre a la fois le mixotope et les 
peptides individuels ont ete obtenus, ce qui suggere 
que le mixotope induit une reponse specifique et 
largement croisee en anticorps dirigee contre les 
peptides individuels V3. Par contre, aucune 
reaction significative n'a ete observee lorsque les 
deux peptides ne correspondant pas ont ete testes. 

Afin d'etudier si les anticorps generes a la 
suite de 1 ' immunisation a l'aide de mixotope etait 
capable de reconnaitre la proteine d'enveloppe 
gpl20, les antiserums ont ete testes par 
l'immunotransfert (Western Immunoblot) a l'aide de 
polypeptides provenant de HIV-1 IIIB et separes par 
electrophorese ; il a ainsi ete determine que les 
anticorps reconnaissaient exclusivement la gpl20. 

I*' analyse par Western Blot a ete realisee de la 
maniere suivante : 

Un kit commercial pour la detection de 
l'activite serique vis-a-vis de HIV (Du Point HTLV- 
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III Western Blot IgG) a ete utilise suivant le 
protocole d' utilisation decrit par le fabricant. Les 
anticorps de controle humains ont ete detectes en 
utilisant des IgG de chevres anti-humaines 
biotynilees (chaines H et L) puis de l'avidine 
conjuguee a la peroxydase de raifort, Les anticorps 
de lapins ont ete detectes en utilisant des IgG de 
chevres anti-lapins (chaines H et L) couplees a la 
peroxydase de raifort. Les revelations ont ete 
effectuees avec le substrat de 1' enzyme, 4-bromo-l- 
naphtol dans un solution de methanol/PBS/H202 • 

Des etudes d ' immunofluorescence realisees en 
utilisant la lignee cellulaire humaine de monocytes 
U937, montrent que les anticorps antimixotopes 
reconnaissent les cellules U937 infectees avec un 
isolat de HIV-1 IIIB, mais pas les cellules U937 non 
infectees ; les anticorps de controle ne se sont 
lies ni aux cellules infectees ni aux cellules non 
infectees . 

Les anticorps sus-mentionnes presentent un 
effet neutralisant 1' infection par HIV de monocytes 
humains et de lignees cellulaires de cellules T. 

La neutralisation de HIV a ete etudiee de la 
maniere suivante : 

la souche HTLV IIIB de HIV-1 a ete incubee 
pendant 2 heures a 37 °C avec un milieu constitue de 
divers serums de lapin dans un volume final de 
600 /xl de RPMI contenant 2 % de serum foetal de 
veau. Les cellules (4,5-10 5 ), constitutes soit par 
la lignee cellulaire de monocytes U937, ont ensuite 
ete additionnees pendant 2 heures a 37 °C dans un 
volume final de 1 ml, la concentration finale en 
HIV-1 etant de 5 000 cpm/ml de 500 cpm/ml en 
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activite de transcriptase inverse, et la 
concentration finale en serum de lapin etant de 1/50 
et 1/1 000 • Apres 2 lavages, les cellules ont ete 
ressuspendues dans un milieu frais et divisees en 3 
(10 5 cellules par ml), Tous les 3 ou 4 jours la 
production virale a ete evaluee par dosage de la 
proteine p24 du noyau, apres addition de triton 
0,5 %, selon la methode ELISA. 

II a ete montre que des anticorps obtenus a 
partir de lapins immunises contre le mixotope 
conjugues a une molecule porteuse, sont capables de 
prevenir 1' infection de la lignee cellulaire 
MOLT4CD4+ de cellules T par 1'isolat HTLV-IIIB de 
HIV-1. Les anticorps ont un effet neutralisant 
jusqu'a une dilution de 1/1 000 alors que les 
anticorps de controle de lapin n'ont pas d' effet 
neutralisant a une dilution de 1/50 • Puisque des 
differences concernant 1' interaction entre la 
proteine gpl20 d'HIV et le recepteur CD4 ont ete 
remarquees dans les lignees cellulaires humaines et 
de monocytes, des anticorps ont egalement ete testes 
sur la lignee de monocytes U937, et presentent le 
meme effet neutralisant. De fagon surprenante, les 
anticorps obtenus apres immunisation avec le 
mixotope libre, bien que presentant le meme titre 
contre le mixotope et contre les peptides 
individuels V3 que les anticorps obtenus apres 
immunisation avec le mixotope conjugue avec la 
molecule porteuse, ne se lient pas aux cellules 
infectees par HIV et presentent aucun effet 
neutralisant signif icatif . Cela suggere que le 
couplage a une proteine porteuse entraine des 
differences qualitatives dans la reponse en 
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anticorps. Puisque le couplage du mixotope avec la 
molecule support est realise par 1 ' intermediaire du 
groupe SH de la cysteine C-terminale, la 
conformation tridimensionnelle du mixotope ne 
devrait pas etre modifiee de maniere significative 
par rapport au mixotope libre. Par consequent il est 
probable que les differences dans la nature de la 
reponse en anticorps resultent de differences dans 
les types de cellules T produites. Ces resultats 
indiquent qu'une strategie de vaccination contre 
HIV utilisant le mixotope se ferait avantageusement 
a l'aide de mixotopes conjugues. Dans un tel cas, le 
mixotope couple a une proteine d'HIV, telle que la 
proteine GAG ou POL, pourrait representer un 
conjugue optimal. 

La construction du mixotope a ete realisee en 
considerant qu'il n'existe aucune correlation entre 
les mutations observees. Toutefois 1' analyse des 
sequences de la boucle V3 provenant de plus de 200 
isolats suggere 1' existence de classes discretes de 
virus (Bolognesi D.P., 4eme Colloque des Cent 
Gardes, 1989, 181-188, (1990) ), qui presentent des 
caracteristiques communes au niveau de leur sequence 
en acides amines, telle que la sequence 
IleHisIleGlyProGlyArgAlaPhe caracteristique des 
sequences du type MN ou la sequence GlnArgGlyProGly 
caracteristique des sequences du type LAV1 (BRU) . 
Des constructions du type mixotope correspondant a 
chacune de ces sous-classes seraient 

particulierement avantageuses dans le cadre de la 
vaccination contre HIV. 
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REVINDICATIONS 



1. Procede cie preparations simultanees d'un 
faisceau de plusieurs peptides determines qui 
presentent entre eux une ou plusieurs parentes 
immunologiques et qui comportent au moins certains 
acides amines en commun dont les representations 
ecrites peuvent, dans le meme ordre, etre mises en 
correspondance au sein de leurs sequences 
respectives en acides amines, le cas echeant au prix 
d ' un ou plus ieurs decalages des acides amines 
voisins a des positions distinctes avec pour 
consequence la production d'espacements ou "vides" 
en certaines des positions des seq uences en acides 
amines des peptides plus courts, ce procede 
comprenant les etapes suivantes: 

1) fixations simultanees de 1' ensemble des acides 
amines du deuxieme groupe, destines a occuper les 
deuxiemes positions au sein des peptides du faisceau 
final, sur un ensemble d' acides amines du premier 
groupe devant occuper les "premieres positions", 

2) fixations simultanees de 1' ensemble des acides 
amines du troisieme groupe sur les acides amines 
occupant les "deuxiemes positions" des peptides 
precedemment produits, pour produire un ensemble de 
peptides comprenant les aminoacides devant occuper 
les troisiemes positions dans les peptides du 
faisceau final, 

3) reiterations successives des fixations des 
acides amines des groupes suivants pour 
successivement allonger les chaines des peptides 
precedemment formees par les acides amines devant 
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occuper les positions successives suivantes 
correspondantes respectives dans les peptides du 
faisceau final, 

etant entendu qu'en correlation avec chaque position 
a laquelle doivent correspondre des "vides" dans les 
sequences de certains des peptides du faisceau 
final, on regie chaque fois les conditions de la 
fixation des acides amines du groupe correspondant , 
de fagon a n'autoriser 1'allongement que d'une 
partie seulement des peptides de j a formes , le 
melange de chaines alors obtenues constituant alors 
le produit de depart pour la fixation des acides 
amines du groupe suivant au cours de l'etape 
suivante ♦ 

2 . Precede selon la revendication 1 , 
caracterise en ce que le reglage des conditions de 
la fixation des acides amines en une position 
correspondante a un "vide" dans certaines des 
sequences qui doivent etre f inalement obtenues, est 
realise, soit en faisant reagir les sequences des 
acides amines deja obtenues avec une proportion 
stoechiometriquement insuffisante d' acides amines du 
groupe supplementaire, soit en isolant une partie 
des chaines peptidiques deja formees pour ne faire 
reagir que 1' autre partie avec les acides amines 
d'un groupe supplementaire pour former le faisceau 
de peptides partiels alors allonges d'un acide 
amine supplementaire, 

les produits resultant de la la reunion des peptides 
partiels provisoirement laisses de cote et des 
peptides partiels allonges d'un acide amine 
supplementaire constituant alors le groupe de 
peptides partiels devant etre mis en reaction dans 
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les conditions sus-indiquees avec les acides amines 
du group e suivant. 

3 . Procede selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterise en ce que l'acide amine 
(ou les acides amines) du premier groupe ont au 
prealable ete fixes sur une resine ou support 
approprie pour la realisation des syntheses 
peptidiques mettant en oeuvre la technique de 
Merrif ield. 

4 . Procede selon la revendication 3 , 
caracterise en ce que la partie du faisceau de 
peptides partiels devant etre soustraite a la 
reaction avec les acides amines du groupe suivant 
sont separes du milieu de reaction, 1'etape suivante 
etant alors realisee sur 1' autre partie des peptides 
partiels retenus sur le support avec les acides 
amines du groupe suivant, les peptides partiels 
portes par la resine initialement soustraits du 
milieu de reaction etant, le cas echeant, reunis au 
produit de reaction obtenu au terme de 1'etape 
precedente, le melange obtenu etant alors a son 
tour, en partie ou en total ite, mis en reaction avec 
les acides amines appartenant au groupe suivant. 

5. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que l'on 
realise simultanement la production d'un faisceau de 
peptides derives dans les conditions sus-definies de 
sequences epitopiques derivees de la partie centrale 
de la region V3 de HIV. 

6. Procede selon la revendication 5, 
caracterise en ce que les acides amines appartenant 
aux groupes successifs correspondent a ceux qui 
figurent aux positions 1-26 de la formule suivante 
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globalement representative du faisceau du peptide a 
obtenir . 

V .2 3 4- 5 • 7 I 9 10 11 12 13 14 IS It 17 M It 20 21 22 23 24 2S 2t 

H 

rk" ?' - - a! y t T8 ki 
KNT KR ai r;afl GP8R vvVV IG|C) 
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7. Compos it ion de peptides comprenant un 
melange (faisceau) de peptides parmi lesquels un_ 
nombre determine de peptides contenant des epitopes 
issus d'une region hypervariable d'une proteine d'un, 
type d' agent pathogene determine , ces epitopes 
comportant neanmoins certains acides amines en 
commun dont les representations ecrites dans le meme 
ordre peuvent etre mises en correspondance ou en 
alignement en des positions rendues communes au sei-n 
de la leurs sequences respectives en acides amines, 
le cas echeant au prix, d'une part, d'un ou 
plusieurs decalages des acides amines voisins non 
communs, determines au prealable et en nombre fini a 
des positions distinctes echelonnees entre les 
positions des acides amines communs et f d' autre 
part, de la formation d'espacements ou "vides" qui, 
le cas echeant, en resulte au sein des sequences en 
acides amines des peptides plus courts correspondant 
aux epitopes eux-memes les plus courts, cette 
composition etant caracterisee en ce qu'elle 
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contient la quasi totalite des peptides dont les 
sequences en acides amines decoulent de toutes les 
possibilites d'enchainement qui peuvent etre con?ues 
en puisant success ivement un acide amine dans chacun 
des groupes d'aminoacides alors localises dans les 
positions successives resultant de la susdite mise 
en correspondance ou en alignement. 

8 . Composition selon la revendication 7 , 
caracterisee en ce qu'elle comporte au moins 100, 
voire meme au moins 1 000 peptides individuels. 

9 • Composition selon la revendication 7 ou la 
revendication 8 , caracterisee en ce que la 
composition de peptides contient des sequences 
hypervariables derivees de variants de HIV. 

10. Composition selon la revendication 9, qui 
peut etre representee par la f ormule globale ci- 
dessous : 



V . 2 Z 4- 5 * 7 I 9 TO 11 12 13 U 15 14 17 II It 20 Ti 22 23 U 25 21 

H 

R ! F Y T G 

" NT KR^ Y T R aR GPGR Cv V I nK ^ ,G<C) 
S M HIE 
P L 



11. Principe actif de vaccin, caracterise en ce 
qu'il contient une composition de peptides tels que 
definis dans l'une quelconque des revendications 7 a 
10. 
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12. "Faisceau d'anticorps" reconnaissant 

1' ensemble de peptides du "faisceau de peptides" tel 
que defini dans l'une quelconque des revendications 
7 a 10. 

13 . Utilisation des faisceaux de peptides selon 
l'une quelconque des revendications 7 a 10, ou du 
faisceau d'anticorps selon la revendication 12 a la 
realisation de kit de diagnostic. 

14. Methode de diagnostic in vitro d'une 
pathologie liee a 1' infection d'un individu par une 
ou differentes souches d'un meme agent infectieux, 
qui comprend la mise en contact d'un tissu ou fluide 
biologique preleve chez cet individu, avec une 
composition de peptides selon l'une des 
revendications 7 a 10, dans des conditions 
permettant une reaction immunologique in vitro entre. 
les peptides de ladite composition et les anticorps 
eventuellement presents dans le tissu ou fluide 
biologique, et la detection in vitro des complexes 
peptides-anticorps eventuellement formes . 

15, Kit pour la mise en oeuvre d'une methode de 
diagnostic selon la revendication 14 , comprenant : 

- une composition de peptides selon l'une des 
revendications 7 a 10, le cas echeant marques, 
notamment a 1'aide d'un marqueur radioactif ou 
enzymat ique , 

les reactifs pour la constitution du milieu 
propice a la realisation de la reaction 
immunologique , 

- les reactifs permettant la detection des 
complexes peptides-anticorps produits par la 
reaction immunologique, ces reactifs etant le cas 
echeant marques, ou susceptibles d'etre reconnus par 
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un reactif marque, plus particulierement dans le cas 
ou les peptides sus-mentionnes ne sont pas marques. 

16. Methode de diagnostic in vitro d'une 
pathologie liee a 1' infection d'un individu par une 
ou differentes souches d'un raeme agent infectieux, 
qui comprend la mise en contact d'un tissu ou fluide 
biologique preleve chez cet individu, avec des 
anticorps selon la revendication 12, dans des 
conditions permettant une reaction immunologique 
in vitro entre lesdits anticorps et les antigenes 
eventuellement presents dans le tissu ou fluide 
biologique, et la detection in vitro des complexes 
anticorps-antigenes eventuellement formes . 

17. Kit pour la mise en oeuvre d'une methode de 
diagnostic selon la revendication 16, comprenant : 

- des anticorps selon la revendication 12, le cas 
echeant marques, notamment a 1'aide d'un marqueur 
radioactif ou enzymatique, 

les reactifs pour la constitution du milieu 
propice a la realisation de la reaction 
immunologique , 

les reactifs permettant la detection des 
complexes anticorps-antigenes produits par la 
reaction immunologique, ces reactifs etant le cas 
echeant marques, ou susceptibles d'etre reconnus par 
un reactif marque, plus particulierement dans le cas 
ou les peptides sus-mentionnes ne sont pas marques. 
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